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研究成果の概要（和文）：トランスフォーミング増殖因子β (TGF-β)の関連遺伝子として同定した
TMEPAI, TSC22D4(THG-1), MafKが、癌の発生と進展に関わることを明らかとし、その作用機序
を解析し、分子標的治療や前臨床癌の進展予防のための新たな標的分子を同定した。また、
TMEPAI、TSC22D4、MafK、Gpnmbなどに対する種々の抗体を作製し、臨床病理学的解析や診
断応用への道を開いた。 
研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor-β-related molecules TMEPAI, TSC22D4 
(THG-1), and MafK were elucidated to initiate carcinogenic activities and promote malignant 
progression. Study on the molecular mechanisms how these oncogenes functioning provided the novel 
target molecules for cancer treatment and prevention. We established monoclonal antibodies for 
TMEPAI, TSC22D4, MafK, Gpnmb and so on. These antibodies will open the application of these 
works for clinicopathological research and cancer diagnosis.  
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１．研究開始当初の背景 
Transforming growth factor-β (TGF-β)は、細胞
増殖、アポトーシス、細胞接着、細胞外マト
リックスの産生、血管新生、免疫の制御等を
通じて、人体の発生と恒常性の維持ならびに
種々の病態において多彩な機能を果たして
いる。発がんとの関係についても、多くの研
究者や企業が注目しており、発がんの初期段
階では、がん細胞の増殖を抑制するが、TGF-β
の増殖抑制作用に耐性を獲得した進行がん
細胞では、逆に浸潤や転移を促進することが
知られていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、がんの発生と進展における TGF-β
関連分子の機能を明らかにし、これをがんの
新たな診断・治療・予防方法の確立への橋渡
しとする。TGF-βシグナルの標的遺伝子で、
がん細胞における発現が亢進している分子
を同定し、その機能を明らかにすることを目
的として基礎研究を続けてきた。さらに、
TMEPAI、TSC22D4 (THG-1)、MafKの 3つの
関連分子に関してがんの診断・治療・予防方
法を確立するための基礎研究を行ってきた。
また、血管新生における TGF-βシグナルの作
用についても解析した。 
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３．研究の方法 
 TMEPAI, TSC22D4 (THG-1), MafK に注目
して以下の解析を行った。また、TGF-β/Smad
経路による血管新生の制御について解析し
た。それぞれ、培養細胞における遺伝子発現
やノックダウンの作用と遺伝子改変動物の
作製による解析を行った。 
(1) TMEPAIについては、TGF-βによる発現誘
導に関わる転写制御制御領域を同定すると
ともに、TMEPAI の細胞内領域にある Smad 
Interaction Motif (SIM)による TGF-β/Smadシ
グナルの制御作用について解析した。また、
モノクローナル抗体を作製して、がんにおけ
る発現を検討するとともに、肺がん細胞等に
おいてノックダウンを行って、細胞増殖能、
スフェア形成能、免疫不全動物における腫瘍
形成能に対するTMEPAIの作用について解析
した。また、ノックアウトマウスを作製して
組織学的解析を行った。 
(2) TSC22D4 (THG-1)は、正常組織とがんにお
ける発現を免疫組織化学的に解析するとと
もに、EGFシグナルによる活性化について解
析した。また、マススペクトロメトリーによ
る結合分子のスクリーニングを行い、がん細
胞における細胞増殖、運動能、スフェア形成、
腫瘍形成能亢進の標的分子機構を解析した。
また、ノックアウトマウスを作製して組織学
的解析を行った。 
(3) MafKは、乳腺上皮細胞MNuMGに発現さ
せたところスフェア形成能、運動能、腫瘍形
成能を誘導したため、発現遺伝子の変化をマ
イクロアレイによって解析した。発現が亢進
した遺伝子の中から、注目した Gpnmb につ
いてその腫瘍形成能を解析した。また、乳が
ん細胞でノックダウンを行って腫瘍形成能
に対する作用を検討した。さらに、細胞形態
の変化から、これらの分子が上皮間葉転換を
誘導する可能性を検討した。 
(4) TGF-β I型受容体の変異ノックインマウス
と Tie2-Cre を用いた血管内皮細胞特異的
Smad2/Smad3 ダブルノックアウトマウスを
作製して、血管新生における TGF-β/Smad 経
路の作用を解析した。また、血管新生に関与
するTGF-βファミリーの標的分子であること
を見いだした転写因子 E2-2 の制御について
分子機構を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) TMEPAIは、イントロン１にある TCF7L2
結合領域と３ヵ所の Smad binding domain 
(SBE)を介して TGF-βによる発現誘導がおこ
ることが示された。また、誘導された TMEPAI
は、細胞内領域にある Smad Interaction Motif 
(SIM)によって Smad2と Smad3に特異的に結
合して TGF-β/Smad シグナルを制御作用する
ことが示された（論文 4, 5）。 
 
  図１ TGF-βシグナルによる TMEPAIの発現 
 誘導とネガティブフィードバック制御 
 
また、モノクローナル抗体を作製して、肺が
ん細胞で発現が亢進していることを示すと
ともに、それをノックダウンすると腫瘍形成
能が低下することを示した。 
 
図２ 肺がん細胞(NCI-H23)において TMEPAI
のノックダウン(A)は、NOD/SCID マウスに
おける皮下腫瘍形成能(B)と肺における転移
性腫瘍形成能(C)を低下させる。 
 
(2) TSC22D4 (THG-1)は、TGF-βで発現が誘導
される TSC22のファミリー分子であり、正常
組織とがんにおける発現を免疫組織化学的
に解析したところ、正常組織では、皮膚など
の重層扁平上皮の基底層と皮膚付属器に特
異的に発現しており、扁平上皮がんの 8割で
その発現が亢進していた。      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３  子宮頸部粘膜、食道粘膜における
TSC22D4の発現とがんにおける発現亢進 
 
さらに、TSC22D4 は、EGF/RAS/MAPK 経路
の下流でリン酸化を受け活性化して腫瘍形
成能を促進し、リン酸化部位に変異を入れる
と変異 RAS による腫瘍形成能をキャンセル
することも認められた。 
 
図４ RAS(G12V)による HaCaT 細胞のスフ
ェア形成能（左）と腫瘍形成能の亢進に対す
る野生型 TSC22D4(THG-1)による促進作用
と変異 TSC22D4(THG-1)による抑制作用 
 
さらに、マススペクトロメトリーによって結
合分子のスクリーニングを行い、その中から、
がん細胞における細胞増殖、運動能、スフェ
ア形成、腫瘍形成能亢進に関与する２つの標
的分子を同定して作用機序を明らかにした。
現在、論文を投稿するとともに特許を申請中
である。ノックアウトマウスでは、表皮の形
成不全が見られ、皮膚や体毛の再性能の低下
が示唆されており、さらなる解析を継続して
いる。 
 
(3) MafKは、乳腺上皮細胞MNuMGに発現さ
せたところ強力なスフェア形成能、運動能、
腫瘍形成能の亢進を示した。また、乳がん細
胞株の多くで発現が亢進していた。乳がん細
胞で MafKをノックダウンするとこれらの腫
瘍形成能が低下するとともに肺への転移能
も低下することが示された。この結果は現在
投稿中である。 
 
図５ MafK を発現させた乳腺上皮細胞の脱
分化と腫瘍形成能の促進 
 
また、MafKは強力な上皮間葉転換(EMT)誘導
能をもつことも明らかとなったが、EMT誘導
に関与する既存の転写因子には影響がなく、
全く新しい機序で EMT を誘導していること
が示唆された。また、発現遺伝子の変化をマ
イクロアレイによって解析したところ、発現
が亢進した遺伝子の中に Gpnmb があり、乳
がん細胞においても MafKの発現亢進に伴っ
て Gpnmb の発現が誘導されていた。乳がん
細胞で Gpnmb をノックダウンするとスフェ
ア形成能や腫瘍形成能の低下がみられ、さら
に、Gpnmbにも上皮間葉転換を誘導する作用
があることが示された。 
(4) がん細胞の増殖を支える間質変化に持続
的な血管新生がある。TGF-β受容体のノック
アウトマウスは血管新生不全のため胎生致
死となるため、私達は、TGF-β/Smad 経路の
血管新生における作用をより詳細に解析す
ることを目的として、まず TGF-β I型受容体
の Smad 結合部位に変異を導入したノックイ
ンマウスを作製した。このマウスも血管新生
不全で胎生致死になり、TGFβIR/Smad経路も
血管新生に必要であることが示された（論文
8）。次に Smad2/Smad3の血管内皮細胞特異的
なダブルノックアウトマウスを作製して、血
管新生における TGF-β/Smad 経路の作用を解
析した。このマウスでは、血管内皮細胞にお
けるNカドヘリンとスフィンゴシン 1リン酸
受容体の発現が低下するために、周皮細胞の
付着が不十分となり、血管が脆弱化し、出血
傾向をもたらすことを明らかにした（論文
２）。 
 
図６ 血管内皮特異的 Smad2/Smad3 ノック
アウトマウスにおける出血傾向(E11.5) 
 
また、転写因子 E2-2による血管新生の抑制と
Id1や FAM96Bによる血管新生誘導の機序に
ついて分子レベルで解析した（文献 3, 7）。 
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